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Veroffentlicht 

Mit intemationalem RecherchenberichL 



(54) Title: NEW PROMOTER REGION 
(54)Bezeichnnng: NEUE PROMOTORREGION 
(57) Abstract 

Described is the promoter region of the A. gossypii 
gene which codes the translation elongation factor EF-la. 
The promoter can be used in the synthesis of proteins. 

(57) Zusammenfassung 

Es wird die Promotorregion des A.gossypii-Gens, wel- 
ches den Transiationselongationsfaktor EF-la kodiert, be- 
schrieben. Der Promotor laSt sich bei der Proteinsynthese 
einsetzen. 



rasia* op tep prchotor fragment and tef ttotonaticn fragment 

Fusion aus TEF -Promo tor- und TEF-Ternin* tor fragment 

A AGC TTG CCTCGTCCCCGCCGCGGGTCACCCGGCCAGCGACA TGGAGGCC 
Hindi II 

CAG A T AC C CTC CTTGACAGTCTTGACGTGCGCAGCTCACGGGGCATG ATG T 

GACTGTCGCCCGTACATTTAGCCCATACATCCCCATGTATAATCATTTGCA 

TCCATACATTTTGATGGCCGCGACGGCGCGAAGCAAAAATTACGGCTCCTC 

GCTGCAGACCT6CGAGCAGGGAAAC6CTCCCCTCAGCAGACGCGTTGAATT 

ECORI 

CTCCCCACGGOTCGCCCCTGTAGAGAAATATAAAAGGTTAGGATTrGCCAC 
TGAGGTTCTTCrTTCATATACTTCCTTTTAAAATCTTGCTAGGATACAGTT 

Start 

CTCACATCACATCCGAACATAAACAAAAATSGGTAAGGAAAAGACTCACGT 

Hindi 



TGAl 



Stop 

CCTGGAGGTCCCGCCCAAAAGGCTGGTAAGAAATASAGTACJGACAA 



Xhol 



Seal 



TAAAAAGATTCTTGTTTTCAAGAACTTGTCATTTGTATAGTTTTTTTATAT 



TGTAGTTGTTCTATTTTAATCAATGTTAGCGTGATTTATAT 
CTCGACATCATCTGCCCAGATGCGAAGTTAAGTGCGCAGAAAGTAATATCA 

tgcgtcaatcgtatgtgaatgctggtcgctatactgctgtcgattcgatac 
taacgccgccatccagtgtct 
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Neue Promotorregion 
Beschreibung 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft eine Promotorregion aus Ashbya gossypii 
(= A.gossypii), Pilze, die mit dieser Promotorregion genetisch verandert 

wurden, und deren Verwendung. 

* 

A.gossypii wird zur fermentati ven Production von Vitamin B2 eingesetzt. Es 
10 ist wtinschenswert, die Anwendung der fur A.gossypii vorhandenen Fermen- 
tationstechnologie durch die Produktion von Proteinprodukten unter Verwen- 
dung gentechnischer Methoden zu erweitern. Zu diesem Zweck wird ein 
Expressionssystem fiir A.gossypii benotigt. Fur einige hohere Ascomyceten 
wie Aspergillus niger wurden solche Systeme bereits beschrieben (Rambosek 
15 und Leach, CRC Critical Reviews in Biotechnology 6 (1987), 357-393). Da- 
gegen liegen mit dem Hemi ascomyceten A.gossypii r der einziger Vertreter 
seiner Gattung ist, bisher keine Erfahrungen auf dem Gebiet der Gen- 
technologie vor. 

20 Essentieller Bestandteil eines Systems zur Expression von Genen, die fur 
ein gewiinschtes Produkt kodieren, ist die sogenannte Promotorregion, die 

1) aus einem funktionel len Promotor, der fur die Transkription des Gens 
unerlafBlich ist, und 

25 

2) aus der 5'nicht-kodierenden Region (zwischen Promotor und 
Trans lati onsstart) , die nach Transkription in der mRNA fiir die 
Translation notig ist, 

30 besteht. 

Gegenstand der Erfindung ist die Promotorregion des A.gossypi i-TEF-Gens, 
welches den Transl at i onselongati onsf aktor EF-la (= TEF-lct) kodiert. 

35 Dieses Gen wird sehr stark exprimiert und besitzt daher eine sehr 
effiziente Promotorregion. 

Die erf indungsgemap erhaltene Promotorregion besitzt die im Sequenz- 
protokoll Nr. 1 angegebene Nukleotidsequenz. Da man die funktionel len 
40 Bereiche einer neuen und sequenzierten Promotorregion, die die Fahigkeit 
zur Initiation der Transkription und Translation besitzen, am 3*-Ende gut 
und am 5*-Ende weniger gut eingrenzen kann, ist nicht auszuschliepen, dap 
die natiirliche Promotorregion des A.gossypi i-Gens in der Lange leicht von 
der angegebenen Sequenz abweicht. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Terminatorregion des 
A. gossypii-TEF-Gens, welches den Translationselongationsfaktor EF-la 
(= TEF-la) kodiert. 

5 Die Terminatorregion kann zur effizienten Transkriptionstermination 
verwendet werden. 

Die erf indungsgemap erhfcltene Terminatorregion besitzt die im Sequenz- 
protokoll Nr. 2, Position 1513-2095, angegebene Nukleotidsequenz. Auch 
10 3 f -terminale Verkurzungen dieser Sequenz kommen als Transkriptions- 
terminator in Betracht. 

Die Terminatorregion kann in Verbindung mit der TEF-Promotorregion Oder 
mit anderen homologen Oder heterologen Promotoren verwendet werden. 

15 

Gegenstand der Erfindung sind weiter Pilze, die die oben genannte 
Promotorregion Oder Teile davon und/oder die oben genannte T^fiiinator- 
region oder Teile davon enthalten. 

20 Die Promotorregion kann insbesondere in folgende Pilze insertiert werden: 
Ashbya gossypii, mit Ashbya eng verwandte Arten, wie insbesondere 
Eremothecium ashbyi und mit Ashbya nicht verwandte Gattungen wie 
insbesondere Aspergillus und Neurospora. 

25 Die neue Promotorregion I apt sich herstellen 

a) durch Clonierung des Gens fur den Translationselongationsfaktor EF-la 
(TEF-Gen) aus A.gossypii einschliepiich angrenzender ONA-Sequenzen und 
anschliepende Spaltung, 

30 b) durch Fusion von A.gossypi i-DNA-Fragmenten an ein offenes Leseraster 
eines in A.gossypii selektierbaren Promotor-losen Gens, Isolierung 
stark exprimierender Trans formanden und nachfolgende Selektion des 
TEF-Promotors, 

35 c) durch chemisette Synthese nach bekannten Methoden. 

Die neue Promotorregion eroffnet die Moglichkeit, zusammen mit geeigneten 
Vektorsystemen, in A.gossypii und anderen Pilzen homologe und heterology 
Proteine zur uberexpression zu bringen. Dabei kann es sich beispielsweise 
40 urn konstitutiv verstarkte Expression von Genen der Vitamin B 2 -Biosynthese, 
sowie Genen, die fur die uberproduktion von Vitamin B 2 verantwortlich 
sind, handeln oder um die uberexpression und Isolierung von Proteinen, die 
wirtschaftlich von Bedeutung sind. weiterhin kann mit Hilfe der neuen 
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Promotorregion das posttranskript ionale Modi f izierungspotential (z.B. 
Glykosi 1 ierung) von A. gossypi i, das unter Umstanden von dem anderer Pilze 
verschieden ist r ausgenutzt werden. Da nicht alle heterologen Proteine in 
ausreichenden Mengen durch die bisher verwendeten Systeme wie Aspergillus 
5 Oder Saccharomyces hergestellt werden konnen, ist die Entwicklung von 
Expressionssystemen mit der effizienten TEF-Promotorregion fur neue 
Wirtsorganismen (hier zum Beispiel A.gossypii) von groper Bedeutung. 

Beispiele 

10 

1. isol ierung des Ashbya gossypi i— TEF-Gens 

Aus A. gossypi i-Mycel isolierte DNA wurde mit den Restri ktionsendo- 
nukleasen EcoRI und BamHI geschnitten. DNA-Fragmente, die das TEF-Gen 
15 Oder Teile davon tragen, wurden nach Grdpentrennung der Restriktions- 
fragmente in einer Agarose-Gelelektrophorese und eine nachfolgende 
Hybridisierung niit7 einer 32p-mark\erten heterologen TEF-Genprobe 
identif iziert. Die TEF-Genprobe umfapt die Nukleotide 363 bis 1235 des 
1377 bp langen offenen Leserasters des S. cerevisiae TEF2-Gens 

20 (Schirmater und Philippsen, EMBO J. 3 (1984), 3311-3315). Ein 4,6 kb 
langes EcoRI -Fragment und ein 6,4 kb langes BamHI-Fragment 
hybridisierten mit der heterologen TEF-Genprobe. Fragmente dieser 
Langenbereiche wurden aus Agarosegelen eluiert, in den mit EcoRI bzw. 
BamHI geschn i ttenen Vektor pUC8 (Vieira und Messing, Gene 19 (1982), 

25 259-268) kloniert und in E.coli transformiert . Die Klone mit TEF-DNA 
wurden durch Koloniehybridisierung (Grunstein und Hogness, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 72 (1975), 3961-3965) mit Hilfe der 32 P _ niark ierten 
heterologen Probe erkannt. Die positiven Klone enthielten entweder das 
4,6 kb lange EcoRI-Fragment oder das 6,4 kb lange BamHI-Fragment. 

30 Beide Klone iiberlappen in einem Bereich von 2,1 kb, der die Homologie 
zur TEF-Genprobe tragt und der sequenziert wurde (Sequenz Nr. 2) . 
Dieses 2,1 kb lange Fragment enthalt das offene Leseraster von 
1377 bp, 136 bp der 5*-nichtkodierenden Region und 582 bp der 
3'-nichtkodierenden Region, uber die EcoRI-Schnittstel le hinaus wurden 

35 weitere 278 bp der 5'-nichtkodierenden Region bis, zu einer 

Hindlll-Schnittstelle bestimmt. Anschliepend wurde die Promotorregion 
als 403 bp langes Hindlll/HincII-Fragment, das neben den 379 bp vor 
dem Startcodon noch die ersten 24 bp des offenen Leserasters des 
TEF-Gens tragt, isoliert und fur die Konstruktionen von pAG-100 und 

40 pAG-101 eingesetzt (Sequenz Nr. 1). 
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2. Plasmidkonstruktionen 

a) Der Vektor pAG-1 (Fig. 1) (hinterlegt DSM 6010), ein 

Vektors pEXft wurde gemap Ernst und Chan, O.Bacteriol. 163 (1985), 

5 8-14 hergestellt. P AG-1 enthalt ein 1,7 kb Sail-Fragment nnt den, 

for die Linoglykosidphosphotransferase (aph(3')i) kodierenden 
Kanamycinresistenzgen des Transposons Tn903. In, urspriingl ichen 
D EX4-Konstrukt wurde zunachst das 1695 bp Pvull-Fragment von 
Tn903 (Oka et .1., CMol.Biol. 147 (1981), 217-226) in ein 

10 Plasmid mit aufgefiillten Sall-Schnittstellen einligiert Die 

Sall-Schnittstellen bleiben dabei erhalten und das 
kann als 1,7 kb Sail Fragment isoliert werden. pAG-1 enthalt die 
Saccharomyces cerevisiae ARS-Elemente ARSl und 2jc ARS und 
repliziert autonom in Ashbya gossypii. 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



b) 



c) 



pAG-2 (Fig. 2). Das 1,7 kb Sail-Fragment mit den Kanamycin- 
resistenzgen wurde aus pAG-1 ausgeschnitten und in die Sail 
Schnittstelle des S. cerevisiae E. coli ne 
(Botstein et al., Gene 8 (1979), 17-24; New England Biolabs Inc., 
Beverly, MA, USA, 1988-1989 Catalog, 112-113) eingefugt Die 
Struktur des neu entstandenen Plasmides - pAG-2 - wurde durch 
Restriktionsendonukleasekartierung iiberpriift, wobei die in, 1,7 
Sail-Fragment gelegene Xhol-Schnittstelle zur uberprufung der 
insertor^tierungUutzt wurde. pAG-2 enthalt das Saccharom yces 
cerevisiae ARS-Element 2(i ARS und repliziert autonom in Ashbya 
gossypii . 

PAG-100 (Fig. 3). in die Xhol Schnittstelle von pAG-2, die 30 bp 
in 3'-Richtung hinter dem Trans 1 at ionsstart des Kanamycin- 
resistenzgens liegt, wurde nach Auffullen der Uberstehenden Enden 
ein 403 bp langes Hindlll/HincII-Fragment, das die Promotorregion 
und die ersten 24 bp des offenen Leserasters des Gens fur den 
Translationselongationsfaktor EF-la (TEF-Gen) aus A.gossypn ent- 
halt eingefUgt. Die Orientierung des Fragmentes m dem so ent- 
standenen Plasmid pAG-100 wurde durch Restriktionsendonuklease- 
kartierung mit Hindlll uberpruft. Durch Einfugen des 403 bp 
langen Fragmentes wurden die 10 N-terminalen Aminosauren der 
APH(3')I durch die ersten 8 Aminosauren des A.gossypn Trans- 
APH13 )I aurcn a er setzt. Entfernen oder Austausch 

lationselongationsfaktors EF la ersew. 4m : nft<:3lire „ 
der ersten 19 Aminosauren der APH(3')I durch andere Aminosauren 
fiihrt nicht zu einem Verlust der Aktivitat (Chen und Fukuh.rc, 
Gene 69 (1988), 181-192). Die Seouenz des Sall-Fragm ent- nach 
Einfugen der TEF-Promotorregion zeigt Sequenz Nr. 2. P^-100 
enthalt das Saccharomyces cerevisiae ARS-Element 2m ARS und 
repliziert autonom in Ashbya gossypii. 
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d) pAG-5 (Fig. 4). Das 1,7 kb Fragment mit dem Kanamyc inresistenzgen 
aus pAG-1 wurde in die Sal I-Schni ttstelle von pBR322 (Bolivar et 
al.. Gene 2 (1977), 95-113) subkloniert . Das entstandene 
Plasmid - pJL3A - enthalt im pBR322-Antei 1 jeweils eine 

5 BamHI- und eine EcoRI-Schnittstelle, so dap pJL3A durch 

Doppelverdau in ein 375 bp und ein 5688 bp Fragment zerlegt wird. 
Das grope Fragment wurde mit einem 2,1 kb EcoRI/BamHI A.gossypii 
Fragment, das das offene Leseraster des Gens fur den Trans- 
lationselongationsfaktor EF-lct (TEF-Gen) enthalt (Sequenz Nr. 1), 
10 ligiert. Das entstandene Plasmid wurde als pAG-5 bezeichnet. 

pAG-5 enthalt keine Saccharomyces cerevisiae ARS-Elemente. 

e) pAG-101 (Fig. 5). In die im offenen Leseraster des Kanamycin- 
r resistenzgens gelegene Xhol Schnittstelle wurde - wie fur die 
^-15 Konstruktion von pAG-100 beschrieben - das 403 bp Hindlll/HincII- 

Fragment mit der Promotorregion und den ersten 24 bp des offenen 
Leserasters des TEF-Gens aus A.gossypii eingefiigt. Das so ent- 
standene Plasmid erhielt die Bezeichnung pAG-101. pAG-101 enthalt 
keine Saccharomyces cerevisiae ARS-Elemente. 

20 

f) pBKSl871 (Vorlauferplasmid fur die TEF-Promotor-lacZ-Fusion) : In 
die PstI Schnittstelle des Plasmides pBKS + (Short et al., Nucleic 
Acid Res., 16 (1988), 7583-7600) wurde ein 3113 bp langes PstI 
Fragment aus dem Plasmid pMCl871 (Shapira et al., Gene, 25 

25 (1983), 71-82) kloniert. Das Fragment tragt das offene Leseraster 

des lacZ-Gens aus E.coli (Kalnins et al., EMBO J. r 2 (1983), 
593-597), dem die ersten sieben Codons fehlen. 

g) pPLl (Fig. 6). pBKS1871 wurde an der Smal Schnittstelle vor dem 
30 lacZ-Gen 1 inearisiert . In das 1 inearisierte Plasmid wurde ein 

1500 bp HincII-Fragment einkloniert, das den TEF-Promotor und 
angrenzende Sequenzen einschlieplich der ersten acht Codons des 
TEF-Gens aus A.gossypii tragt. Dadurch entstand ein offenes 
Leseraster, das fUr eine p-Galactosidase codiert, deren erste 
35 sieben Aminosauren durch die ersten acht Aminosauren des EF-lct 

aus A.gossypii ersetzt sind. Aus diesem Plasmid konnten 
TEF-Promotor-lacZ-Fusionen mit verschieden langen Bereichen des 
TEF-Promotors isoliert werden. 

40 h) pPL2 (Fig. 9). pBKSl871 wurde an der Smal-Schni ttstelle vor dem 
lacZ-Gen linearisiert. In das linearisierte Plasmid wurde ein 
294 bp langes Rsal/HincII-Fragment einkloniert, das Teile des 
TEF-Promotors (270 bp) sowie die ersten acht Codons des TEF-Gens 
aus A. gossypii enthalt (24 bp). 
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i) P PL3 (Fig. 10). PBKS1871 wurde an der Smal-Schnittstelle vor dem 
lacZ-Gen 1 inear isiert . In das linearisierte Plasmid wurde ein 
239 bp langes Haelll/HincII-Fragment einkloniert, das die ersten 
acht Codons des TEF-Gens (24 bp) und 215 bp der in 5'-Richtung 
5 vor dem Startcodon gelegene Bereiche der nichttranslatierten 

Region enthalt. 

j) P PL4 (Fig. 11). PBKS1871 wurde an der Smal-Schnittstelle vor dem 
lacZ-Gen linearisiert. in das linearisierte Plasmid wurde ein 
l0 158 bp langes EcoRl/HincII-Fragment einkloniert, das die ersten 

acht Codons des TEF-Gens und 134 bp der in 5'-Richtung vor dem 
Startcodon gelegenen Bereiche der nichttranslatierten Region 
enthalt. 

15 k) pAG-110 (Fig. 7). Durch Spaltung von pPLl mit Xbal und Sail wurde 
ein 4600 bp Fragment, das die Fusion des 1500 bp langen TEF-Pro- 
motorfragmentes-mit dem lacZ Gen tragt, isoliert. Dieses Fragment 
wurde nach Auf fill len der uberstehenden Enden in die aufgefullte 
BamHl Schnittstelle von pAG-100 einkloniert. 



20 

1) pAG-111 (Fig. 8). Durch Spaltung von pPLl mit Hindlll wurde ein 
3509 bp langes Fragment isoliert. In diesem Fragment ist die 
TEF-Promotorregion um 1100 bp verkiirzt. Sie entspricht damit der 
Promotorregion, die in pAG-100, pAG-101, pAG-110 und pAG-111 die 
25 Transcription des G418 Resistenzgens kontroll iert . Nach Auffullen 

der uberstehenden Enden wurde das 3509 bp lange Fragment in die 
aufgefiiUte BamHI Schnittstelle von pAG-100 einkloniert. 

m) pAG-112 (Fig. 12). Nach Spaltung von pPL2 mit Xbal und Sail wurde 
30 ein 3392 bp langes Fragment, das die Fusion des 294 bp langen 

Promotorfragmentes mit dem lacZ-Gen tragt, isoliert und nach Auf- 
fullen der Uberstehenden Enden in die aufgefullte BamHI-Schnitt- 
stelle des Plasmids pAG-100 eingesetzt. 

35 n) pAG-113 (Fig. 13). Nach Spaltung von pPL3 mit Xbal und Sail wurde 
ein 3337 bp langes Fragment, das die Fusion des 239 bp langen 
Promotorfragmentes mit dem lacZ-Gen tragt, isoliert und nach Auf- 
fullen der uberstehenden Enden in die aufgefullte BamHI-Schnitt- 
stelle des Plasmids pAG-100 eingesetzt. 

40 
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o) pAG-114 (Fig. 14). Nach Spaltung von pPL4 mit Hindlll wurde ein 
3273 bp langes Fragment, das die Fusion des 158 bp langen Pro- 
rootorfragmentes mit dem lacZ-Gen tragt, isoliert und nach Auf- 
fiillen der Uberstehenden Enden in die aufgefiillte BamHI-Schnitt- 
5 stelle des Plasmids pAG-100 eingesetzt. 

p) pAG-115 (Fig. 15). Nach Spaltung von pBKS 1871 mit BamHI wurde 
ein 3069 bp langes Fragment isoliert, das das offene Leseraster 
des lacZ-Gens tragt, wobei die ersten sieben Codons des offenen 
10 Leserasters fehlen und kein Promotor fragment vor das offene Lese- 

raster fusioniert wurde. Dieses Fragment wurde in die BamHI- 
Schnittstelle des Plasmides pAG-100 eingefugt. 

q) pAG-120.pBIIKS" (Short et al., Nucleic Acid Res. 16 (1988), 
^15 7583-7600) wurde mit Sspl und Seal gespalten und ein 2084 bp 

langes Fragment isoliert. YEP24 (Botstein et al., Gene 8 (1979), 
17-24) wurde mit Seal und Clal gespalten und ein 2782 bp gropes 
? Fragment isoliert. Dieses wurde nach Auffiillen der uberstehenden 

Enden mit dem 2084 bp langen Scal/Sspl-Fragment aus pBIIKS" 
20 ligiert, so dap wieder ein vollstandiges Ampicillinresistenzgen 

entstand (Seal schneidet in pBIIKS" und YEP24 im Ampicillin- 
resistenzgen) . 

r) pAG-121.pAG-100 wurde mit Sail und Hindlll geschnitten und ein 
25 669 bp langes Fragment, das einen Teil des G418-Resistenzgens 

tragt, isoliert. Dieses wurde in das SAlI/Hindlll geschnittene 
Plasmid pBIISK + (Short et al.. Nucleic Acid Res. 16 (1988), 
7583-7600) einkloniert. 

C 30 s) pAG-122.pAG-100 wurde mit Hindlll geschnitten und ein 940 bp 
langes Fragment, das einen Teil des G418-Resistenzgens unter 
Kontrolle des TEF-Promotors tragt. Dieses wurde in das mit 
Hindlll geschnittene Plasmid pAG-121 so eingefugt, dap ein 
vollstandiges G418-Resistenzgen entstand. Transformation dieses 
35 Plasmides in E. coli erlaubt eine Transformandenselektion auf 

Kanamycin-haltigem Medium. 

t) pAG-123.pAG-122 wurde mit Sail und BamHI geschnitten und ein 

1639 bp langes Fragment isoliert, das das G418-Resistenzgen unter 
40 Kontrolle des TEF-Promotors tragt. Dieses wurde in das mit Seal 

geschnittene Plasmid pAG-120 eingefugt, wodurch eine Selektion 
von E. coli Transformanden auf Kanamycin-haltigem Medium 
ermoglicht wurde. 
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u) P AG-130.pBIIKS + (Short et al.. Nucleic Acid Res. 16 (1988), 

7583-7600) wurde mit Hindlll und Hindi gespalten und das 403 bp 
lange Hindlll/HincII-TEF-Promotorfragment eingefugt. 

5 v) pAG-131. Aus dem Clon, der das 2,1 kb grope Fragment genomischer 
A. gossypii ON A tragt, auf dem das TEF-Gen enthalten ist, wurde 
ein 260 bp gropes Haelll/Accl-Fragment isoliert, das 25 Nukleo- 
tide des 3'-Endes des TEF-Gen s sowie in 3'-Richtung daran an- 
schliepende Bereiche enthalt (Terminatorfragment) . Dieses Frag- 

10 ment wurde nach Auffullen der iiberstehenden Enden in das mit 

Hindi gespaltene Plasmid pBIIKS" (Short et al.. Nucleic Acid 
Res. 16 (1988), 7583-7600) eingefugt. 

w) pAG-132. pag-130 wurde mit Seal und Xhol geschnitten und ein 
15 2248 bp gropes Fragment isoliert. pAG-131 wurde ebenfalls mit 

Seal und Xhol gespalten und ein 1442 bp gropes Fragment isoliert, 
das so mit dem 2248 bp Fragment aus pAG-103 ligiert wurde, dap 
erneut ein .ypilstandiges Ampicillinresistenzgen entstand. 

20 x) M13PT. pAG-132 wurde mit BamHI gespalten und ein 752 bp gropes 
Fragment isoliert, das die Fusion aus TEF-Promotor- und TEF- 
Terminatorfragment enthalt. Dieses wurde in die BamHI-Schnitt- 
stelle von Ml3mp9 einkloniert. 

25 y) M13PT1, M13PT2, M13PT3. 

M13PT wurde durch oligonukleotid-gerichtete Mutagenese (Kramer et 
al., Nucl.Acid Res. 24 (1984), 9441-9556) so verandert, dap 
hinter dem Stopcodon des TEF-Gens (im Terminatorfragment) eine 
Scal-Schnittstelle und im Startcodon des TEF-Gens (im Promotor- 

30 fragment) eine Ncol-Schnittstelle (M13PT1), eine Nsi I-Schnitt- 

stelle (M13PT2) oder eine Sphl-Schnittstelle (M13PT3) hergestellt 
wurde (Fig. 17). 

2) pAG-201. pAG-202 pAG-203 (Fig. 18) 

35 M13PT1, M13PT2 und M13PT3 wurden mit BamHI gespalten und aus der 

Spaltung wurde das 751 bp grope Fragment mit Promotor- und 
Terminatorregion des TEF-Gens isoliert. Dieses TEF-Signalsequenz 
wurde in die BamHI-Schnittstelle des Plasmides pAG-123 eingefugt 
und ergab das Plasmid pAG-201. Nach dem gleichen Verfahren wurden 

40 aus M13PT2 das Plasmid pAG-202 und aus M13PT3 das Plasmid pAG-203 

konstruiert. 
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3. Transformation von A.gossypii mit TEF-Promotorregion-Plasmiden 
Die Transformationen erfolgten nach folgendem Schema: 
200 ml MA2 mit ca. 1-2x107 sporen beimpfen 
32-40 h bei 27°C mit 350 Upm in Schi kanenkolben inkubieren 
Myzel mit Saugf iltration abfiltrieren und lx in 30 ml H 2 0 waschen 
Frischgewicht bestimmen (ca. 2-3 g) 

Myzel in 30 ml SO suspend! eren und 30 min bei 30°C in Schuttler 
inkubieren 

Myzel in 5-10 ml SPEZ pro g Frischgewicht suspendieren 



Bei 30°C in Wasiserbadschuttler inkubieren, Protoplastierung 
mikroskopisch uberprufen (nach 30 min sollte ein Protoplast ie- 
20 rungsgrad von iiber 90 % erre icht sein) 

Protoplastensuspension uber Glasfilter (Schott, Porositat 1) 
f iltrieren) 

25 - Filtrat 5 min zentrifugieren (Sorvall SM24 Rotor, 1800 Upm) 

Sediment lx in 20 ml ST und lx in 20 ml STC waschen 

^ - Protoplasten in 20 ml STC suspendieren und Titer in Zahlkammer 

( 30 bestimmen 

Nach Zentrifugation Protoplasten zu einer Dichte von 4xl08/ml in 
STC resuspendieren 

35 - 100 fi\ Protoplastensuspension zu DNA in maximal 15 fil TE geben 
und mischen (DNA-Mengen: fur replizierende TEF-Promotorregion- 
Plasmide: 1-10 fig; fur integrative Transformation mit lineari- 
sierten TEF-Promotorregion-Plasmiden: 15-20 fig) 

40 - 15 min bei Raumtemperatur inkubieren 

Vorsichtig 1 ml PTC40 zugeben und durch Invertieren mischen 



10 



^ ,5 



20 



25 



35 
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5 min zentrifugieren (Heraeus Biofuge A, 1500 Upm) 

uberstand vorsichtig abziehen und Sediment in 1 ml SMTCI 
suspendieren 

3 h bei 27°C inkubieren, ca. alle 45 min durch Invertieren 
mischen 

Nach Zentrifugation Sedimente in 1 ml SM suspendieren 

Suspension mit 9 nil SMA2 Toplayer mischen und auf SMA2 Platte 
geben (20 ml SMA2-Agar pro Platte) 

Platten 18 h bei 27°C inkubieren 

Platten mit G418 Uberschichten (0,54 ml G418 Stammlosung +0,46 ml 
H 2 0 + 6 ml 0,5 % Agarose (in H 2 0, vorgeWarint auf 42°C)) 



Platten bei 27°C weiter inkubieren. Trans formanden sind bei 
replizierenden Plasmiden nach 2-3 Tagen, bei Integration nach 
3-6 Tagen sichtbar 



Medien und Lbsungen 



Medien: MA2: Pepton (Gibco Caseinhydrolysat, No. 140): 10 g/l 



Hefeextrakt (Gibco) 
Glucose 
myo-lnositol 

(~'.- 30 SMA2-Agan Sorbitol 

Pepton 



1 g/i 
10 g/l 
0,3 g/l 



1 M 

10 g/l 

l g/l 

20 g/l 



Hefeextrakt 
Glucose 

myo-lnositol °' 3 9 /l 

Agar (Gibco) . 12 9 /l 

SMA2-Toplayer: Wie SMA2-Agar, statt Agar 0,8 % Agarose 



40 
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Losungen: SD: 



SPEZ: 



ST: 



1M Sorbitol; 50 mM Dithiothreitol 

1M Sorbitol; 10 mM Na-Phosphatpuf fer pH 5,8; 

10 mM EDTA; 2 mg/ml Zymolyase 20 T (Seikagaku Kogyo 

Co., Tokyo) 

1M Sorbitol; 10 mM Tris-Cl pH 8 



10 



STC: 1M Sorbitol; 10 mM Tris-Cl pH 8; 10 mM CaCl 2 



TE: 



10 mM Tris-Cl; 1 mM EDTA 



15 



20 



25 



30 



35 



PTC40: 40% (w/v) Polyethy lenglykol 4000 (Merck); 
10 mM Tris-Cl pH 8; 10 mM CaCl 2 

SMTCI: 50 % SM (siehe unten) ; 50 % STC; 0,03 g/1 
my o- inositol 

SM: 50 % 2M Sorbitol; 50 % MA 2 

G418-Stamml6sung: 20 mg/ml G418 (Geneticin, Gibco) in H 2 0 

4. Transformationsergebnisse mit TEF-Promotorregionplasmiden 

Die Ergebnisse von verschiedenen Tranformationen, die nach Beispiel 3 
durchgefiihrt wurden, sind in Tabelle 1 zusammengef apt. Bei alien 
Experimenten wurden Tranformanden mit einer G418-Konzentration von 
0,3 mg/ml pro Tranformationsplatte selektiert. Bei dieser 
G418-Konzentration wird das Wachstum von A.gossypii Myzel vollstandig 
inhibiert. Bei Transformation mit den rekombinanten DNA-Vektoren pAG-1 
und pAG-2, bei denen das G418-Resistenzgen unter Kontrolle des ur- 
spriinglichen bakteriellen Promotors und nicht unter Kontrolle der TEF 
Promotorregion steht, entstanden bei dieser Konzentration keine Trans- 
formanden. Urn mit diesen rekombinanten DNA vektoren Transformanden zu 
erhalten, darf die G418-Konzentration 0,1 mg/ml pro Transformations- 
platte nicht uberschrei ten. Bei dieser Konzentration sind bis zu 80 % 
der auftretenden Kolonien keine Transformanden. 



if* 
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Tabelle 1: Transformat ionsergebnisse 



Experiment Plasmid DNA pro Trans formanden 

Transf., fig pro fig DNA 



Trans formanden 
pro lebensfah. 
Protoplasten 



10 



1 pAG-1 
1 pAG-2 

1 pAG-100 

2 pAG-100 

3 pAG-100 
3 pAG-101, 

mit BamHI 
linearisiert 



10 
10 
10 

0,1 

1 
20 



0 

0 
10 
10 

3 

0,05 



1,2 
1,6 
3,4 
1,1 



0 
0 

x 10~ 4 
x 10" 5 
X 10"^ 
x 10" 5 



15 

5. Transf ormationsergebnisse mit lacZ-Plasmiden 

Urn die Funktionsfkhigkeit des TEF-Proraotors weiter zu untersuchen, 
warden Derivate des Plasmides pAG-100 konstruiert, in denen das Gen 
20 fur die p-Galactosidase aus E.coli (lacZ-Gen) unter Kontrolle des TEF- 
Promotors stent. Hierfur wurden verschiedene Bereiche der Promotor- 
region des TEF-Gens vor das offene Leseraster des lacZ-Gens 
fusioniert, wobei die ersten sieben Codons des lacZ-Gens ^chdie 
ersten acht Codons des TEF-Gens ersetzt wurden. Das Plasmid pAG-110 
25 tragt ein ca. 1,5 kb langes Hindi TEF-Promotorfragment vor dem 

lacZ-Gen und das Plasmid pAG-111 das 403 bp lange Hindlll/HincII- 
TEF-Promotorfragment, das bereits fur die Konstruktionen von pAG-100 
und pAG-101 eingesetzt wurde. Das Plasmid pAG-112 tragt ein 294 bp 
langes TEF-Promotorfragment, Plasmid pAG-113 ein 239 bp langes TEF- 
30 Promotorfragment und pAG-114 ein 158 bp langes TEF-Promotorfragment. 

Zusatzlich wurde als Kontrol I plasmid pAG-115 konstruiert, das das 
offene Leseraster des lacZ-Gens ohne Fusion an ein Promotorfragment 

tragt- 

Nach Transformation dieser Plasmide in A.gossypii' wurde die Expression 
des lacZ-Gens mittels eines Farbtests Oberpruft. Die vom lacZ-Gen 
codierte B -Galactosidase spaltet X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoyl-p- 
D-galactosid) in den blauen Farbstoff 5-Brom-4-c hi or- indigo. pAG- 10 , 
40 pAG-lll- und pAG-112-Transformanden bildeten auf Medium, das X-Gal 
(Miller, Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Ne- 
York 1972, 48) in einer Konzentration von 100/xg/ml enthielt blaue 
Kolonien. Bei Transformanden, die pAG-113, pAG-114 oder P AG-115 ent- 
hielten, war keine Blaufarbung zu sehen. 
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Einen uberblick iiber die verschiedenen TEF-Promotorf ragmente, die vor das 
lacZ-Gen fusioniert wurden, zeigt Fig. 16. Ein + steht fur eine Blau- 
farbung der Kolonien auf X-Gal-haltigem Medium, ein - fiir keine sichtbare 
Blauf arbung. 

5 

Fiir eine weitere Untersuchung der p-Galactosidase-Expression wurde die 
p-Galactosidaseaktivita't aus FlOssigkulturen von pAG-110-, pAG-111-, 
pAG-112-, pAG-113-, pAG-114- und pAG-115-Transforraanden bestimmt. Hierfiir 
wurde das Mycel mit Glaskugeln aufgebrochen (Rose, M. ; Casadaban, M.J. and 

10 Botstein, D. , Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 78, No. 4 (1981), 

2460-2464). 0, 5 g Mycel, das in MA2-Fliissigmedium mit 200 /ig/ml G 418 
gewachsen war, wurden in 0,1 mH Tris, pH 8,0/20 % (vol/vol) Glycerin/1 mM 
0TT/1 mM PMSF aufgenommen und nach Zugabe von 0, 5 g Glaskugeln (Durch- 
messer 0,45-0,5 mm) bei -20°C weggefroren. Fur den Aufschlup des Mycels 

15 wurde 12 mal 15 sec bei 4°C heftig geschiittelt (vortex). Anschliepend 
wurde zweimal fur 20 min bei 10000 rpm zentri fugiert (Sorvall Kiihlzentri- 
fuge). Die uberstande wurden 1:10 bzw. 1:20 in Z-Puffer (0,06 M Na 2 HP0 4 / 
0,04 M NaH 2 P04/0,01 M KCl/0,001 M MgS04/0,05 M p-Mercaptoethanol ) ver- 
diinnt. In den verdiinnten Protein-Rohextrakten wurde die p-Galactosidase- 

20 aktivitat durch Spaltung von o-Nitrophenyl-p-D-galactopyranosid bestimmt 
(Miller, Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor, New York 
1972, 353ff). Die Enzymakti vitat wurde in Relation zu der Proteinkonzen- 
tration im Rohextrakt gesetzt, die mittels der Methode von Bradford be- 
stimmt wurde (Bradford, M.M., Anal. Biochem. 72 (1976), 248-254). Die 

25 Ergebnisse der p-Galactosidase-Aktivitatsbestimmung zeigt Tabelle 2. 
Angegeben ist die pro Minute und mg total Protein freigesetzte Menge an 
o-Ni trophenol (gemessen als OD420)- 



Tabelle 2: p-Galactosidase-Expression 



30 



Plasmid 



Messung Nr. 



p-Galactosidaseakti vitat (relative 
Einheiten, OD4 2 o/n»g min) 



35 



pAG-110 



1 
2 
3 



3,62 
3,54 
2,45 



p AG-Ill 



1 
2 
3 
4 



3, 07 
3, 29 
3,63 
3,16 



40 pAG-112 



1 
2 
3 
4 



1,89 
1,90 
1,79 
1,75 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 
Plasmid Messung Nr. 

5 pAG-113 
pAG-114 



1 

2_ 
1 
2 



pAG-115 



10 



1 
2 



p-Galactosidaseaktivitat (relative 

Einheit en, Qp42o/ ro g 
0 

_0_ 
0 

_0_ 
0 



Sequenzprotokolle 
Nr.l: 

15 

Art der Sequenz : Nucleotid 
SequenzVange : 409 Basenpaare 
Str,aflg!fprni s Einzelstrang 

Topologie s linear 

20 Art des Molekuls: Genom-ONA 
Herkunft s A.gossypii 

Eigenschaften : Promotorregion 



25 AAGCTTGCCT CGTCCCNCGC 



TTGACAGTCT TGACGTGCGC 



CCCATACATC CCCATGTATA 



30 



AAGCAAAAAT TACGGCTCCT 



ACGCGTTGAA TTCTCCCCAC 



35 CACTGAGGTT CTTCTTTCAT 



TCACATCCGA ACATAAACAA 



GGGTCACCCG 

AGCTCACGGG 

ATCATTTGCA 

CGCTGCAGAC 

GGCGCGCCCC 

ATACTTCCTT 

AAATGGGTAA 



GCCAGCGACA 

GCATGATGTG 

TCCATACATT 

CTGC6A6CAG 

TGTAGAGAAA 

TTAAAATCTT 

GGAAAAGACT 



TGGAGGCCCA GATACCCTCC 60 

ACTGTCGCCC GTACATTTAG 120 

TTGATGGCCG CGACGGCGCG 180 

GGAAACGCTC CCCTCAGCAG 240 



TATAAAAGGT TAGGATTTGC 300 
GCTAGGATAC AGTTCTCACA 360 
CACGTTAAC 409 



40 
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Nr. 2 

Sequent des 2,1 kb -EeroRI/BaaiHI Pragmentes mit dem offenen 
Leseraster des TEF Gens 

10 20 30 40 50 60 

5' GUITCXCCC CACGGCGCGC CCCTGTJGiG AAATATMAA GGXXASG&TT TGCCACTC1G 
70 80 90 100 U0 120 

UHC H VTB CmiiCITC OTTTAAAAT CTTGOACGA liCiGTTCTC AOTCACAIC 

130 140 150 160 170 110 

C3AAC4IAM CUAMIGQO ACTC&CGTXA AC5XXGXQGX CaXCSSIC&W 

190 200 HO 220 230 240 

GTCGACTCTG CAAGKIiC IlOttCOGGT CACTTGATCT ACAAGTGIGG TOGIAJTCAC 

250 260 270 250 290 300 

AAGAGAACCA TCGAGAACTT CGAGA1GGA6 GCKCCG1GT TGCGIAAGGG TICTITCAAG 

310 320 330 340 350 360 

TA08CCWGG IHTSGACU AITGAAGCCI GAGAGAGAG1 GiGGIAICIC CATCGACATT 

370 360 390 400 410 420 

GCGHfiKGl lGITCaGAC 1CCIAASI1C QCGTCACTC TOTTGlCtt C0C1GGCOLC 

430 440 450 460 470 480 

AGAGACITCA TCAACAACIT GATXACGGGT ACTTCTCAIG CTGACTGNC CATCTTGATC 

490 500 510 1520 530 540 

AITGCIGGK GTCJCGCTGA GHCCAGGCT CSIAICSCCA IGGUBBBRk G1CCAGAG1G 

550 560 570 510 590 600 

cacgottgt Kocmac okggictc aagcicitga xcgbgocu caacaagatg 

610 620 630 640 650 660 

gackxsica laoGcm gtcqoiic cagcagattg lowaac accucnc 

670 680 690 700 710 720 

AICAACAAGG ICGGZUCU OTT^fT 0XXCORC6 TTCCAATCTC CGGCTGGUC 

730 740 750 760 770 780 

GGTGICAACA TGAITGAGGC OCUCOIC GOCCOTGGT ACAAGGGCIG G6ACUCQLC 

790 800 810 820 130 840 

ACCAACCCTC GXGCCGRU GGGZAAOCC TT6TTGCAGG COnOCOC CATTCAGCCA 

850 860 870 880 890 900 

CCTGTUGAC QACTGACAA GGCAITGAGl TTGCCATTGC AGGATGTCZA CAAGAKGCT 

910 920 930 940 950 960 

GGTAITCGTA CGOT0CAG? O60CA61GIC GAGACCGCTS TCAXCAAGCC AGGIAJGGTT 

970 980 990 1000 1010 1020 

GTttCCTTCS CCCC1ICCK TCTCACCACI GAAGTOAGT CCGTCCAGAT GC1CCAC6AG 
1030 1040 1050 1060 1070 1080 
011X0003 A CC CTCTCC C AGGTQCUC UmJl ' lU ACGTCiAOA OJXa t U Or C 
1090 1100 1110 1120 1130 1140 

aacootci o&oggxu omwuj aaoaia icacctacc aaaggctgcx 

1130 U0O U70 uw usw 
GACTCOTCA ACGCTACCGT CAITGICTTG AACCAOCCAC GXOAUCXC TGCCGCTTIC 

1210 1220 123 0 1240 1250 1260 
TCXOCAGTC? IGOCXGXQ CIQGGCCAC ITKUViXl AGXTCOOO GITGITGG1G 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 
AACAAC&CA GAAGAACCGG XUGUSIK OlOCKXC CAAAGfSCCT 1AAGG0CGGT 

133 0 1340 1350 1360 1 370 1380 

6ACGCTGCC1 IWKAACIT ICI00CA5CC iAGCCAATGT GXGXTOfiGC XXTOCGOC 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 
TACCOCCAX TCGGSAGUT CGCTGTCAO GACATGAGAC AOCCGTTGC 'lUKUW I C 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 
ATOIGTCIG RGTCAAGTC CGACA1GGCT GGTAAGGXCA CCAAGCCCQC miiiflnCT 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 
GGTAAGAAA? 16ACEA1CTC 1CUTAAAAA 0X10101 TTCUGAACX TCK M IKI 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 

AXASXTRR &HSK3AG TTCSXCXAff TXAATCUUX G77AGCGTGA TRAXAIRT 
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Nr. 2 (Fortsetzung) 



1630 1640 1650 1660 1670 1680 

HHW3C& AOIOXCXG OOCiGJKCG AiGnUGTG CGCiGAAAGT A1ISKM0C 

1690 1700 1710 1720 1730 1740 

etcuscen. nkutqct ooxeocrm accretes* ircsmm isacaKax 

1750 1760 1770 17*0 1790 1800 

casreia* awrcuii ttgcqgcgt aiiKcac aeancu liiGOcac 

1810 1820 1830 1840 1850 I860 
AJOGIflai GTCCMOAC AiGG&lUCC CmiGCTCT AJCGGKGiS illiCGIKC 

1870 1880 1890 1900 1910 1920 
CAGMCCGCr TCCTTCCGC1 OOCIGOOO C HCQLCTGCT iGAKMlM TiCGCCCTIG 

1930 1940 1950 1960 1970 1980 

msremc qggcocct Aiixoccoa uiutooi cciwaaK ancscoi 

1990 2000 2010 2020 2030 2040 

ocmkk* casmca cimorci agoccqcci imimi ggcocogg 

2050 2060 2070 2080 2090 
■ miTiTi ci GOCMCGMC GiTGlTGOT TOGCIilil TSiiCSCSifi 61KC 3' 
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Nr. 3 

f^S e Sf- de f KaTia ™y ci ^«siEtan2gen - TEF Promotorr«gion - Fusion 
{TEF Proaotorregion Sequensen untarstricfaen ) 

10 20 30 40 50 60 

5' CTCCACTG7A ATC00GGCAG CGCAACGGAA CAtTCATCAG IGZAAAAATG oittiiti ^ 
70 TO 90 100 110 220 

AGCCCTQCGC AGOGCGCAGG GICAGCCTGA AIACGCGTIT AAJGICQGC ACAGT03TGA 
130 140 ISO 160 170 180 

TGGCAAGSIC AGAAIAGCGC TGAGGTCTGC CTCGTGAAG1 AGCTGTTGCT GAOCATAOC 

190 200 210 220 230 240 

AGG0CTGAAT CGCCCCATCA TCQGCCAGA AAGTGAGGGA GCCICGGITG AKAGAGCTT 

250 260 270 280 290 300 

TGTRHlfiGf GGACQGXTG GTGAHTTGA ACHTJM3T T6CCACG6U CSSrCIGC CT 

310 320 330 340 350 360 

TGXCGGSUC ATGCGTGATC KATCCHCA. AOCAGCAU AGXX0G1R7 AHCAACAAA 

370 380 390 400 410 420 

CCCACGITCT CTCTCAAAAT dCKAIGH A&TTGCACA AGAIAAAAAS AIATCAICAT 
«0 440 450 460 470 480 

filACAATiAA ACKKTCCT 2ACATAAACA GZAAXACAAC GGGTGH1TG AGCCATATIC " 
490 500 510 520 530 540 • 

UOaaiiC CTCHCCK8 AACCTTCtrr ccicmra attire mmn 

S50 560 570 510 590 600 

wa«CCQ anoonoe Tnaagfer Tooraag tcercxccce aciituTcrg 

610 620 630 640 650 660 

A fl gWiW CTKMmS CCCmCAIC CCCATGTITA unmott rcpvnt*^ 

_ 670 «0 690 700 710 720 

WGAMBCce coeeseeBC amrumw Mffi»n rer CBCTsaae aseaoag 

730 740 750 760 770 780 

gAAACQCTC OOCKAcac aobcbwoa wrmmcic eBnag gg! Tenaau 

790 800 810 820 830 840 

TATAAAAGCT TAGtamsC CACTKtGCW mppwrif merreerr mmwf 

M0 860 870 880 890 900 

CTKfflffC AfitTCTCACA TCACATOCta ACATMicu mTcecru aamflff 

910 920 930 940 950 960 

SiSZUrcCA CGCCGCGATT A1AR0CAAC ATGGATGCTG AITTiHTCG GIAIAAAIC5 

W 980 990 1000 1010 1020 

GCTCGCGAIA ATGTCCSCCA AKAGGWCG ACAAICZAXC GATTGIATGG ttAflCmaT 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

CCGCCACAGT TOTTCKU ACATCGOAA GGEABCGTSC CCA1TGAKT ZAQGATGAG 
1 090 1100 1110 1120 1130 1140 

Aieaaac taaactgoct ocggusb aioocicto cg^soi cootdbc 

1150 U60 U70 1180 1190 1200 . 

ccuaccre atgatgotg gractcaoc actocgatcc ocggcaaaac igqrcog 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 
CTAHACAAC AAIATCCKA TTQGGTGAA AIXHKITC AIGCXKGC AGKTTCCK 

12 70 1280 1290 1300 1310 1320 
CG0CG6ROC K lC a nO C WHISttA* TCTOIOTA UHXSXR6 COMHCa 

13 30 1340 1350 1360 1370 1380 
(3000006 CCCAAKAC5 AAIQAIAAC GGHTGGIK ATSOGAGTGA HTTGAKAC 

„, 1390 MOO 1410 . 1420 1430 1440 

OGCaUK GOGQCCKX TGAACAAGTC TGGAAAOAA TGCUAAGCT HKCCMIC 

1450 il 60 147 0 1480 1490 1500 

TaooBGUT osrceicic tcuggxcat naoars aiaacotai hugaccag 

1510 1320 1530 1540 1550 1560 
GGQURU aSOTSUI TGA1GTIGQ CG1GTCCGAA TCGCAGACCC ATACCASIAT 

1 S70 1580 15 90 1600 1610 1620 

CXTGOCUQC Z8IG681CR COCSCTGAG JiilUUZT CAITACAGAA 10GGCIRXT 
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Nr. 3 (Fortsetzung) 



1630 1640 1650 1660 16?0 1680 
OAUAliK COOKmk KOQMK WIWAnGC ACTTTCOTT GAIGCrCGil 

1690 1700 1710 1720 1730 17*0 

&GTTTTTCX JLAiaGlAtt «5TMiIKC TTCTAACiCT GGC1GAGCA2 nCGOGJCT 

1750 1760 1770 1780 1790 WW 

KaOKSiCG GOGGCITTGI TOAT1AATC GUCTITTGC KUBGUfi O^lO^i 

UIO 1820 1830 1840 1850 1860 

oQCHcncc oaaiCGtt <aecsHccs kgowlgq msnoik wacoicr 

1870 1880 1890 1900 1910 

Goooecn cucuags acuaioc gkgctccct ocmaa creGiiarc 

1930 1940 1950 1960 1970 1980 

cawana. oxts&ms ciQaecu accncnc acgmgcaga ockmcgct 

1990 2000 2»0 2020 2030 J»« 
IHCKMCr KCCITQCC ACTGWCMC TdTIUACG CCIMKMC OCICCCTK 
2050 2060 2070 2080 2M0 

oax.'fum osGcrmn aircant macuM aiiwnafi ttqcochkc 

2X10 

CGGMHOS T0S1C 3' ; i ; : * 
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Fig. 1: 

5 

10 Fig. 2: 
15 

Fig. 3: 

20 

Fig, 4: 

25 

Fig. 5: 
^30 

35 

Fig. 6: 



zu den Figuren 1 bis 8 

Plasmid pAG-1 . ARS: S.cerevisiae ARS1 Sequenz; 2 micron: EcoRI 
Fragment des S.cerevisiae 2fi Plasmids mit Repl i kat ionsursprung ; 
URA3: S.cerevisiae URA3 Gen; G418r: G418 (Kanamycin)resistenz ; 
geschlossener Pfeil: S.cerevisiae cycl-13 Promoter; Schwarze Box: 
S.cerevisiae CYC1 Terminator; offene Pfeile stellen die 
Transkriptionsrichtung dar. 

Plasmid pAG-2. amp: Ampic i 1 1 inresi stenz ; 2 micron: EcoRI Fragment 
des S.cerevisiae 2fi Plasmids mit Repl ikat ionsursprung; URA3: 
S.cerevisiae URA3 Gen; G418r: G418 (Kanamycin)reststenz ; ORI: 
Ursprung der Plasmidrepl ikation in E.coli; offene Pfeile stellen 
die Transkriptionsrichtung dar. 

Plasmid pAG-100. amp: Ampicillinresistenz; 2 micron: EcoRI 
Fragment des S.cerevisiae 2j* Rlasmids mit Replikationsursprung; 
URA3: S.cerevisiae OR A3 Gen; G4l8r: G418 (Kanamycin)resistenz ; 
ORI: ursprung der Plasmidreplikation in E.coli; geschlossener 
Pfeil: A.gossypii DNA Fragment mit TEF-Promotorregi on ; offene 
Pfeile stellen die Transkriptionsrichtung dar. 

Plasmid pAG-5. amp: Ampicillinresistenz ;G418r: (Kanamycin)resi- 
stenz; ORI: Ursprung der Plasmidreplikation in E.coli; TEF: 
A.gossypii EcoRI/BamHI Fragment mit ORF fur den Translat ions- 
elongationsfaktor ; offene Pfeile stellen die Transkriptions- 
richtung dar. 

Plasmid pAG-101. amp: Ampici 11 inresistenz ;G418r: G418 
( Kanamyc in) res i stenz; ORI: Ursprung der Plasmidreplikation in 
E.coli; TEF: A.gossypii EcoRI/BamHI Fragment mit ORF fur den 
Trans 1 at ionselongationsfaktor; geschlossener Pfeil: A.gossypii 
DNA Fragment mit TEF-Promotorregi on; offene Pfeile stellen die 
Transkriptionsrichtung dar. 

Plasmid pPLl . amp: Ampici llinresistenzgen; M13+: Replikations- 
ursprung fiir Einzelstrang-DNA-lsolierung; ori: Ursprung fiir 
Plasmidreplikation in E.coli ; lacZ: E. coli lacZ Gen; Prom: 1500 
bp A.gossypii DNA Fragment mit der TEF-Promotorregi on 
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Fig. 7: Plasmid pAG-110. 2,c: EcoRI Fragment des S.cerevisiae *i Plasm des 
mit Replikationsursprung; URA3: S.cerevisiae URA3 Gen; Prom: 1500 
bp A.gossypii DNA Fragment mit der TEF-Promotorreg ion; lacZ: 
E.coli lacz Gen; G418r: G418 (Kanamycin)resistenzgen ; on: 
5 ursprung fur Plasmidrepl i kation in E.coli ; amp: Ampicillin- 

resistenzgen; geschlossener Pfeil: 1500 bp A.gossypii DNA 
Fragment mit der TEF-Promotorregion ; offene Pfeile stellen die 
Transkriptionsrichtung dar. 

10 Fia 8- Plasmid P AG-111. 2^ EcoRI Fragment des S.cerevisiae 1* Plasmides 
10 9 ' mitReplikationsursprung; URA3: S.cerevisiae URA3 Gen; Prom: 403 

bp A.gossypii DNA Fragment mit der TEF-Promotorregton ; lacZ: 
E coli lacZ Gen; G418r: G418 (Kanamycin) resistenzgen ; on: 
Ursprung fur Plasmidrepl i kation in E.coli ; amp: Ampicillin- 
15 resistenzgen; geschlossener Pfeil: A.gossypii DNA Fragment mit 

der TEF-Promotorregion; offene Pfeile stellen die Transactions- 
richtung dar. : p 

Fig. 9: Plasmid pPL2. amp: AmpiciU inresistenzgen ; M13+: Repl ikations- 
20 ursprung fQr Einzelstrang-DNA-lsolierung; ori: ursprung fur 

Plasmidreplikation in E.coli ; lacZ: E. coli lacZ Gen; Prom: 294 
bp A.gossypii DNA Fragment mit einem Teil der TEF-Promotorreg ion 

(270 bp). 

25 Fig. 10: Plasmid P PL3. amp: AmpiciU inresistenzgen; Ml3 + : Replikations- 
ursprung fur Einzelstrang-DNA-lsolierung ; on: Ursprung fur 
Plasmidreplikation in E.coli ; lacZ: E. coli lacZ Gen; Prom: 239 
bp A.gossypii DNA Fragment mit einem Teil der TEF-Promotorregion 
(215 bp). 

30 Fig. 11: Plasmid P PL4. amp: AmpiciU inresistenzgen; M13 + : Repl ikations- 
ursprung fur Einzelstrang-DNA-lsolierung; on: ursprung fur 
Plasmidreplikation in E.coli ; lacZ: E. coli lacZ Gen; Prom: 158 
bp A.gossypii DNA Fragment mit einem Teil der TEF-Promotorreg i on 

35 (134 bp). 

Fig. 12: Plasmid P AG-112. 2„: EcoRI Fragment des S.cerevisiae 2^ Plasmides 
mit Replikationsursprung; URA3: S.cerevisiae URA3 Gen; Prom. 294 
bp A.gossypii DNA Fragment mit der TEF-Promotorreg i on ; lacZ: 
40 E.coli lacZ Gen; G4l8r: G418 (Kanamycin) resistenzgen ; on: 

ursprung fur Plasmidreplikation in E.coli ; amp: Ampicillin- 
resistenzgen; geschlossener Pfeil: A.gossypii DNA Fragment mit 
der TEF-Promotorregion; offene Pfeile stellen die Transitions- 
richtung dar. 
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Fig. 13: Plasmid pAG-113. 2fiz EcoRI Fragment des S.cerevisiae 2p Plasmides 
mit Repl ikationsursprung; URA3: S.cerevisiae URA3 Gen; Prom: 239 
bp A.gossypii ON A Fragment mit der TEF-Promotorregion ; lacZ: 
E.coli lacZ Gen; G418r: G418 (Kanamyc in) resistenzgen; ori : 
5 Ursprung ftir Plasmidrepl ikation in E.coli ; amp: Ampicillin- 

resi stenzgen ; geschlossener Pfeil: A.gossypii ONA Fragment mit 
der TEF-Promotorregion; offene Pfeile stellen die Transkr iptions- 
richtung dar. 

10 Fig. 14: Plasmid pAG-114. 2fiz EcoRI Fragment des S.cerevisiae 2fi Plasmides 
mit Repl ikationsursprung; URA3: S.cerevisiae URA3 Gen; Prom: 158 
bp A.gossypii ONA Fragment mit der TEF-Promotorregion; lacZ: 
E.coli lacZ Gen; G418r: G418 { Kanamyc in) res i stenzgen ; ori: 
( Ursprung fUr Plasmidrepl ikation in E.coli ; amp: Ampicillin- 

15 resistenzgen; geschlossener Pfeil: A.gossypii ONA Fragment mit 

der TEF-Promotorregion; offene Pfeile stellen die Transkr iptions- 
richtung dar. > > 

Fig. 15: Plasmid pAG-115. 2fti EcoRI Fragment des S.cerevisiae 2fi Plasmides 
20 mit Repl ikationsursprung; URA3: S.cerevisiae URA3 Gen; lacZ: 

E.coli lacZ Gen; G418r: G418 (Kanamycin)resistenzgen ; ori: 
Ursprung fur Plasmidrepl ikation in E.coli ; amp: Ampicillin- 
resistenzgen; offene Pfeile stellen die Transkriptionsrichtung 
dar. 

25 

Fig. 16: TEF-Promotorfragmente der p-Galactosidase-Expressionsplasmide. 

Fig. 17: Nukleotidsequenz im ATG-Bereich und im Terminatorbereich von 
r M13PT1, M13PT2, M13PT3, pAG-201, pAG-202, pAG-203. 

f( 30 

Fig. 18: Plasmid pAG-201, pAG-202, pAG-203. 2 fiz ECORI Fragment des 

S. cerevisiae 2 fi Plasmides mit Repl ikationsursprung: Prom, Term: 
751 bp A. gossypii DNA-Fragment mit der TEF-Promotor-Terminator- 
Fusion. G418r:G418 (Kanamyc in) resistenzgen; ori: Ursprungspunkt 
35 der Plasmidrepl ikation in E. coli; amp: Ampicill inresi stenzgen; 

offene Pfeile stellen die Transkriptionsrichtung dar. 



Fig. 

40 



19: Nukleotidsequenz von der Fusion aus Promotor und Terminator des 
TEF-Gens. 
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Patentanspriiche 

1. Promotorregion des A.gossypi i-Gens, welches den Translationselonga- 
tionsfaktor EF-la kodiert. 

5 2. Pilze, die mit der Promotorregion gemap Anspruch 1 genetisch verandert 
wurden. 

3. verwendung von Pilzen gemap Anspruch 2 zur Herstellung von Proteinen. 

4. verwendung gemap Anspruch 3 r dadurch gekennzeichnet, dap der Pilz 
A.gossypii ist. 

5 verwendung von Pilzen gemap Anspruch 2 zur Uberexpression von Genen 
15 der Vitamin B2-Biosynthese Oder von Genen, die mit der Uberprodukt,on 
von Vitamin B2 in zusammenhang stehen. 

6. verwendung von Pilzen gemap Anspruch 4 zur Uberexpression von Genen 
der vitamin B2-Biosynthese Oder von Genen, die mit der Uberprodukt,on 

20 von Vitamin B2 in Zusammenhang stehen. 

7. Terminatorregion des A. gossypi i-Gens, welches den Translations- 
elongationsfaktor EF-la kodiert. 

25 
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Figur 17: Mutationen im ATG-Bereich 

Wi 1 dty p CGAACATAAACAAAAATGGGTAAGGAAAAG 

GCTTGTATTTGTTTTTACCCATTCCTTTTC 

NCOl-Schnittstel le CGAACATAAACAACCATGGGTAAGGAAAAG 

GCTTGTATTTGTTGGTACCCATTCCTTTTC 

Ns i T-Schn i 1 1 S t e 1 1 e CGAACATAAACAAAA ATGCATA AGGAAA AG 

GCTTGTATTTGTTTTTACGTATTCCTTTTC 

Sph I -Schn i 1 1 St e 1 1 e CGAACATAAACAAGCATGCGTA AGGAAA AG 

GCTTGTATTTGTTCGTACGCATTCCTTTTC 

Durch Substitution der Wi Idtyp-Sequenz durch die unterstrichenen 
Nukleotide wurden neue Schni ttstel len im ATG-Bereich eingefuhrt. 

Mutationen im Terminatorbereich: 

Wi 1 dty p GGCTGGTAAGAAATAGAGTAACTGACAAT 

CCGACCATTCTTTATCTCATTGACTGTTA 

Scal-Schni ttstel le GGCTGGTAAGAAATAGAGT ACTGACAAT 

CCGACCATTCTTTATCTCA TGACTGTTA 

Durch Deletion eines A/T-Basenpaares wurde im Terminatorbereich eine 
Scal-Schni ttstel le eingefuhrt* 
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Figur 19 

Fusion aus TEF-Promotor- und TEF-Terminator fragment 

AAGCTTGCCTCGTCCCCGCCGCGGGTCACCCGGCCAGCGACATGGAGGCC 
Hindlll 

CAGATACCCTCCTTGACAGTCTTGACGTGCGCAGCTCACGGGGCATGATGT 

GACTGTCGCCCGTACATTTAGCCCATACATCCCCATGTATAATCATTTGCA 

TCCATACATTTTGATGGCCGCGACGGCGCGAAGCAAAAATTACGGCTCCTC 

GCTGCAGACCTGCGAGCAGGGAAACGCTCCCCTCAGCAGACGCGTTGAATT 

ECORI 

CTCCCCACGGCGCGCCCCTGTAGAGAAATATAAAAGGTTAGGATTTGCCAC 
TGAGGTTCTTCTTTCATATACTTCCTTTTAAAATCTTGCTAGGATACAGTT 

Start 

CTCACATCACATCCGAACATAAACAAAAATGGGTAAGGAAAAGACTCACGT 

Hindi 



Stop 

TGACCTGGAGG TCCCGCCCAAAAGGCTGGTAAGAAATA GAGTACTG ACAA 
Xhol Seal 

TAAAAAGATTCTTGTTTTCAAGAACTTGTCATTTGTATAGTTTTTTTATAT 
TGTAGTTGTTCTATTTTAATCAATGTTAGCGTGATTTATATTTTTTTTGC 
CTCGACATCATCTGCCCAGATGCGAAGTTAAGTGCGCAGAAAGTAATATCA 
TGCGTCAATCGTATGTGAATGCTGGTCGCTATACTGCTGTCGATTCGATAC # 



TAACGCCGCCATCCAGTGTCT 



Sequenz von Promotor- und Terminatorregion des TEF-Gens- Das Startcodon 
und das Stopcodon des TEF-Gens sind mit Start und Stop bezeichnet. Die 
Schnittstellen beziehen sich auf die Plasmide pAG-201, pAG-202, pAG-203 
(Fig- 18)- 
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